Occurrence of viruses and stunting diseases and estimative of yield losses by mollicutes in corn in Paraná State, Brazil by Oliveira, Elizabeth de et al.
Pesq. agropec. bras., Brasília, v. 38, n. 1, p. 19-25, jan. 2003
Incidência de viroses e enfezamentos e estimativa 1 9
Incidência de viroses e enfezamentos e estimativa de perdas
causadas por molicutes em milho no Paraná(1)
Elizabeth de Oliveira(2), Renato de Oliveira Resende(3), María de la Paz Giménez Pecci(4), Irma Graciela Laguna(4),
Patricia Herrera(4) e Ivan Cruz(2)
Resumo – O objetivo deste trabalho foi avaliar a incidência de viroses e enfezamentos e estimar as
perdas causadas por enfezamentos na cultura do milho safrinha. Os diagnósticos baseados em sintomas
foram confirmados por PCR ou RT-PCR. Em todas as lavouras, foram identificadas plantas com
sintomas de enfezamentos, em incidência de 6,2% a 49,9% (média de 20,7%). Na identificação de
insetos vetores desses patógenos, a cigarrinha Dalbulus maidis foi detectada em 20 lavouras das 24
amostradas, constituindo 66,6% do total de espécimens de cigarrinhas coletadas. A perda potencial
causada pelos enfezamentos no período foi estimada em cerca de 16,5 milhões de dólares. A ocorrência
de plantas com sintomas de “Maize rayado fino virus” e “Maize dwarf mosaic virus” foi baixa e o
diagnóstico confirmado por RT-PCR. A análise de 441 amostras suspeitas de infecção por “Mal de Río
Cuarto virus”, por DAS-ELISA, mostrou ausência desse vírus. Resultados de PCR indicaram a presen-
ça de um possível fitoplasma distinto de “Maize bushy stunt phytoplasma” em duas plantas apresentan-
do nanismo acentuado, folhas estreitas, enrijecidas, com deformações, e grãos na inflorescência, haven-
do necessidade de mais estudos para a confirmação da identidade desse possível novo fitoplasma.
Termos para indexação: Zea mays, espiroplasma, doença das plantas.
Occurrence of viruses and stunting diseases and estimative of yield losses by mollicutes
in corn in Paraná State, Brazil
Abstract – The objective of this work was to evaluate the occurence and yield losses by corn stunting
diseases and maize viruses  in “safrinha” season. Disease diagnostics based on plant symptoms were
confirmed by PCR or RT-PCR assays. Insect samples were collected in 24 fields for identification of
vectors of the pathogens. Corn stunting diseases symptoms were observed in all crops evaluated, with
incidence levels ranging from 6.2% to 49.9% (average 20.7%) and the presence of the leafhopper
Dalbulus maidis, was detected in 20 of the 24 areas evaluated. This insect species was prevalent,
representing 66,6% of total leafhoppers specimens collected. The potential yield losses caused by
mollicutes was estimated around US$ 16.5 million. Few plants showing Maize rayado fino virus and
Maize dwarf mosaic virus symptoms were found and virus infection was confirmed by RT-PCR. Mal
de Río Cuarto virus was not detected in all 441 plants analyzed by DAS-ELISA. Results of PCR
assays indicated  the presence of a possible phytoplasma different from maize bushy stunt phytoplasma
in two stunting maize plants showing leaves distortions and grain in the inflorescence. However, new
studies should be done to confirm the identity of this possible new phytoplasma.
Index terms: Zea mays, spiroplasma, plant disease.
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Os enfezamentos causados por molicutes e as
viroses do milho aumentaram em incidência, causan-
do prejuízos significativos na produção de semen-
tes e grãos desse cereal (Oliveira et al., 1998; Massola
Júnior et al., 1999). Atualmente, há carência de deter-
minações da incidência e perdas causadas por essas
doenças nas principais regiões produtoras de milho,
além de aspectos relativos a sua disseminação e al-
ternativas de controle. O enfezamento pálido do mi-
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lho é causado por espiroplasma (Spiroplasma
kunkelli Whitcomb) e o enfezamento vermelho, por
fitoplasma (Maize bushy stunt phytoplasma), ambos
patógenos pertencentes à classe Mollicutes e trans-
mitidos de forma persistente pela cigarrinha Dalbulus
maidis (De Long &Wolcott) (Balmer, 1980; Gordon
et al., 1981).
Os vírus mais prejudiciais à cultura do milho no
Brasil, pelos danos à produção de grãos, são “Maize
rayado fino virus” (MRFV), “Maize mosaic
virus” (MMV) e “Maize dwarf mosaic virus”
(MDMV), transmitidos, respectivamente, pelas
cigarrinhas Dalbulus maidis e Peregrinus maidis
(Asmead), e por pulgões (Pinto et al., 1997). Contu-
do, em 1986, foi mencionada a ocorrência da virose
Mal de Río Cuarto, causada por “Mal de Río Cuarto
virus” (MRCV), nos municípios de Foz do Iguaçu e
Cascavel, no Estado do Paraná, permanecendo a ne-
cessidade de confirmação da identidade do vírus en-
contrado, através de testes sorológicos. O MRCV,
que pertence ao gênero Fijivirus, é transmitido pela
cigarrinha Delphacodes kuscheli Fennah, infecta
diversas gramíneas silvestres e cultivadas, e tem cau-
sado perdas elevadas na cultura do milho na Argen-
tina, quando ocorre em surto epidêmico (Lenardon
& March, 1998; Ornaghi et al., 1999). Por causa da
proximidade geográfica entre os dois países, essa
virose constitui um problema potencial para o culti-
vo do milho no Brasil.
O objetivo deste trabalho foi avaliar a incidência
de viroses e enfezamentos e estimar as perdas cau-
sadas por enfezamentos na cultura do milho safrinha.
Material e Métodos
A incidência de plantas com sintomas de virose e de
enfezamento foi avaliada em 24 lavouras de milho safrinha
do ano 2000 (cultivado de março a julho de 2000), locali-
zadas nos municípios de Cambé, Alvorada do Sul, Bela
Vista, Maringá, Dr. Camargo, Floresta, Campo Mourão,
Juranda, Campina da Lagoa, Ubiratã, São Miguel do Iguaçú,
Medianeira, Itaipulândia, Nova Santa Rosa, Guaíra,
Palotina, Corbélia e Cafelândia, no Estado do Paraná.
Na época da avaliação, essas lavouras encontravam-se em
estádios fenológicos variando de seis (florescimento) a nove
(grão farináceo).
Em cada lavoura, em três fileiras de 10 m cada uma,
casualizadas na área, foi determinado o número de plantas
com sintomas de enfezamentos e/ou de viroses e o número
total de plantas na fileira. Os dados obtidos foram conver-
tidos em porcentual de plantas infectadas em cada fileira, e
a média entre as três fileiras, considerada representativa
para cada lavoura amostrada. Em cada lavoura, foram
coletadas amostras de folhas em duas plantas apresentan-
do sintomas de enfezamento que foram submetidas a PCR,
para detecção de fitoplasma e de espiroplasma, visando
confirmar o diagnóstico feito no campo e verificar a pro-
porção de infecção entre esses dois patógenos. Foram
coletadas amostras de folhas com sintomas de MDMV e
de MRFV, para confirmação da presença desses vírus atra-
vés de RT-PCR.
Além das avaliações feitas nas três fileiras de 10 m de
cada lavoura, as mesmas foram avaliadas em vários pon-
tos, em busca de plantas possivelmente portadoras do
MRCV. Foram coletadas 441 amostras de folhas, em plan-
tas apresentando deformações foliares, suspeitas de esta-
rem infectadas pelo MRCV, mesmo sem a presença de
enações sobre as nervuras, na face inferior das folhas, sin-
tomas típicos desta virose. Estas plantas foram submeti-
das ao teste sorológico DAS-ELISA, com anti-soro espe-
cífico para detecção do MRCV (Giménez Pecci et al.,
1991).
Foram coletadas amostras de folhas em plantas apre-
sentando acentuado nanismo, folhas estreitas e enrijecidas,
e presença de grãos na inflorescência, suspeitas de estarem
infectadas por molicutes, para serem analisadas ao micros-
cópio eletrônico de transmissão e por PCR.
Em 20 lavouras, dentre as 24 avaliadas, foram coletadas
amostras de insetos, com o auxílio de uma rede entomológica,
a fim de  verificar a presença de cigarrinhas Dalbulus maidis
e de Delphacodes kuscheli. As coletas foram realizadas em
três locais casualizados, em cada lavoura, mediante 30 mo-
vimentos de coleta, ao longo de um percurso de 10 m,
entre duas fileiras de plantas. Os espécimens coletados
foram congelados, posteriormente preservados em álco-
ol 70% e examinados sob microscópio estereoscópico para
identificação de D. maidis e D. kuscheli.
Na detecção de fitoplasma e espiroplasma, o DNA to-
tal usado para amplificação por PCR foi extraído segundo
Prince et al. (1993), e foram utilizadas as seguintes condi-
ções de reação e oligonucleotídeos para detecção de
“Maize bushy stunt phytoplasma”: MBS-F1
5’ AATGTCGAACTAACAGGCGG 3’, e MBS-R1
5’ GGTTTTGGTTTAGGGGTT 3’, conforme Harrison
et al. (1996). Nas seis amostras com sintomas atípicos de
MBSP, a detecção de fitoplasma foi testada também utili-
zando-se condições de reação e os oligonucleotídeos R16F2
5’ ACGACTGCTGCTAAGACTGG 3’e R16R0 5’ TGA
CGGGCGGTGTGTACAAACCCCG 3’, descritos por
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Lee et al. (1993). A detecção de espiroplasma foi feita uti-
lizando-se condições de reação e oligonucleotídeos CSSF2
5’ GGCAAAAGATGTAACAAAAGT 3’ e CSSR6
5’ GTTTACTTCAACAGTAGTTGCG 3’, segundo Bar-
ros et al. (2001).
As amostras das plantas analisadas foram também fi-
xadas em tampão de Milloning, contendo 2,5% de
glutaraldeído, pós-fixadas em tetróxido de ósmio 1%, de-
sidratadas em série álcool-acetona, incluídas em resina
Spurr, contrastadas com citrato de chumbo, após secção
em ultramicrótomo e observadas ao microscópio eletrôni-
co de transmissão para verificar a presença de molicutes
(Hayat, 1989).
Na detecção de MDMV e do MRFV, a ex-
tração de dsRNA foi feita conforme Valverde et al.
(1990). Na amplificação via RT-PCR do MDMV,
foram utilizados os oligonucleotídeos MDMV2
5’ TATTCCATCAGTCGGGAACTG 3’ e MDMV3
5’ ACGAGGTAAAACCTCAC 3’, seguindo-se o pro-
tocolo descrito por Almeida et al. (2000). Na MRFV, fo-
ram utilizados os oligonucleotídeos MRFV-09
5’ CCTCTTCCTGATCCTCCTCGTGTGCTGGAGACG 3’ e
MRFV-10, 5’ GCCCACAGGTCTTATGGCCGACCTGCTACC 3’,
segundo Hammond et al. (1997).
Na detecção de MRCV por DAS-ELISA, amostras de
folhas foram maceradas em tampão PBS + 0,05% de
Tween 20, seguindo-se o procedimento para o teste
DAS-ELISA, conforme Giménez Pecci et al. (1991), utili-
zando-se IgG anti-MRCV, produzida no INTA, Córdoba.
A perda potencial causada por enfezamentos na cultu-
ra do milho safrinha foi estimada utilizando-se os resulta-
dos obtidos na incidência média dessas doenças na região,
informações  referentes às estimativas de danos causados
por essas doenças, informações do DERAL referentes à
área plantada e produtividade média do milho safrinha de
2000 no Estado do Paraná, e o preço de comercialização do
produto em junho de 2000.
Resultados e Discussão
A presença de plantas com sintomas de
enfezamentos causados por molicutes foi constata-
da em todas as lavouras de milho amostradas, en-
quanto a presença de plantas com sintomas de vírus
ficou restrita a apenas cinco lavouras (Tabela 1). Es-
ses resultados evidenciam que, atualmente, as do-
enças causadas por molicutes representam proble-
ma mais importante que as viroses, na cultura do
milho safrinha, no Estado do Paraná. Os sintomas de
enfezamentos caracterizaram-se principalmente pelo
avermelhamento das folhas das plantas em intensi-
dade variável em diferentes cultivares. Não foram
observadas plantas apresentando faixas esbran-
quiçadas estendendo-se a partir da base das folhas,
sintoma característico e diagnóstico de plantas
infectadas por espiroplasma. Contudo, com base
apenas nos sintomas observados, não seria possí-
vel ter certeza se as plantas estariam infectadas por
fitoplasma, por espiroplasma ou por ambos. Algu-
mas vezes foi observada proliferação de espigas as-
sociada aos sintomas de avermelhamento foliar.
Não foram encontradas plantas de milho apresen-
tando sintomas típicos do MRCV, que se caracteriza
pela presença de enações sobre as nervuras na face
inferior das folhas, associada ao nanismo acentuado
e a deformações foliares. O resultado do teste
DAS-ELISA para detecção do MRCV, feito nas
441 amostras de plantas que apresentavam acentua-
do nanismo e deformações foliares, sem presença de
enações, foi negativo, confirmando a ausência des-
se vírus no milho safrinha. Porém, considera-se rele-
vante a realização de outras avaliações, particular-
mente na safra de verão, visando a adoção de medi-
das de erradicação imediata, caso esse vírus venha a
ser detectado.
Em todas as plantas com sintomas do MDMV e
do MRFV, foi confirmada a presença desses vírus,
cuja incidência foi inferior a 0,66%, ou seja, o menor
nível detectável, pois apenas uma planta apresentou
sintoma, num total de 150 plantas avaliadas nos três
pontos de amostragem. A virose mosaico-comum
geralmente ocorre em surtos, sendo favorecida pela
presença de fonte de inóculo proporcionada por
gramíneas infectadas, presença de afídeos vetores,
suscetibilidade da cultivar e por plantios tardios da
safra de verão (Almeida, 1999). Não foi observada a
presença de gramíneas silvestres apresentando sin-
tomas dessa virose, as quais poderiam constituir fon-
te de inóculo para o milho, podendo ser essa a razão
da baixa incidência detectada. A incidência do MRFV
também pode ser variável, em razão do local e data
de plantio (Waquil et al., 1996).
Os níveis de incidência de enfezamento nas la-
vouras avaliadas variaram de 6,2% a 49,9% de plan-
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tas com sintomas, com média de 20,7% (Tabela 1).
Considerando-se que estas doenças reduzem, em
média, 50% na produção do milho (Massola Júnior
et al., 1999) e que a área plantada com milho safrinha
no Paraná, em 2000, foi da ordem de 693.478 hecta-
res, para uma produtividade média de 43 sacas por
hectare (Paraná, 2002), foi feita uma estimativa de
perdas causadas por essas doenças. Considerando-
se o preço médio de US$ 5,5 por saca de milho, esti-
mou-se que o potencial de perdas causadas pelos
enfezamentos na cultura do milho safrinha no Esta-
do do Paraná foi, aproximadamente, 16,5 milhões de
dólares. Com base nessa estimativa, um significati-
vo aumento de lucratividade poderia ser obtido com
o controle dessas enfermidades na cultura do milho,
resultando em aumento imediato dos níveis atuais
de produtividade de grãos.
Por meio de PCR, foi confirmada a presença de
fitoplasma em amostras de plantas com sintomas de
enfezamentos. Porém, das 46 amostras analisadas,
em apenas oito detectou-se a presença desse
patógeno. Estas mesmas amostras, quando subme-
tidas a PCR para detecção de espiroplasma, apresen-
taram resultado negativo, que pode ser atribuído às
limitações observadas anteriormente na detecção de
molicutes em amostras provenientes do campo, em
virtude, provavelmente, do baixo título e distribui-
ção desuniforme desses patógenos nas plantas
(Oliveira et al., 1998). Contudo, esses resultados su-
gerem predominância de fitoplasma em relação a
espiroplasma, aspecto importante, considerando-se
que os mecanismos de resistência de cultivares de
milho a esses patógenos, ainda pouco conhecidos,
podem ser provavelmente diferenciados, além da ne-
cessidade de elucidação dos fatores epidemiológicos
que podem favorecer ou limitar a ocorrência geográ-
fica diferenciada.
Lavouras Município Estádio MRCV MDMV MRFV Enfezamento
fenológico(2) -----------------------------(%)------------------------------
1 Cambé 9 - - - 34,9
2 Cambé 6 - - - 9,9
3 Bela Vista do Paraíso 7 - - - 7,6
4 Alvorada do Sul 6 - <1 - 10,4
5 Maringá 8 - - - 12,7
6 Dr. Camargo 7 - - - 26,4
7 Floresta 9 - - - 14,4
8 Floresta 9 - - - 41,4
9 Campo Mourão 8 - - - 10,4
10 Juranda 8 - - - 13,7
11 Campina da Lagoa 9 - - <1 16,8
12 Ubiratã 6 - - - 14,2
13 São Miguel do Iguaçu 7 - - - 27,1
14 Medianeira 7 - - - 19,8
15 Medianeira 6 - - - 23,2
16 Itaipulândia 8 - - - 35,2
17 Nova Santa Rosa 8 - <1 - 22,8
18 Guaíra 8 - - - 32,0
19 Palotina 7 - - - 49,4
20 Palotina 9 - - - 26,1
21 Palotina 9 - - - 21,0
22 Corbélia 8 - - <1 8,4
23 Corbélia 8 - - <1 12,3
24 Cafelândia 8 - - - 6,2
Tabela 1. Ocorrência e porcentagem de vírus e de enfezamentos em 24 lavouras de milho safrinha (safra 2000), em 18
municípios do Estado do Paraná(1).
(1)MRCV: “Mal de Río Cuarto virus”; MDMV: “Maize dwarf mosaic virus”; MRFV: “Maize rayado fino virus”; -: ausência. (2)6: florescimento;
7: grão leitoso; 8: grão pastoso; 9: grão farináceo.
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A presença da cigarrinha D. maidis foi confir-
mada em todas as lavouras avaliadas, constituin-
do 66,6% do total de espécimens de cigarrinhas
coletados em 20 lavouras (Figura 1). A ampla dis-
tribuição desse inseto vetor de molicutes, no Es-
tado do Paraná, pode explicar a ampla ocorrência
e disseminação dos enfezamentos causados por
molicutes na região. Por outro lado, a cigarrinha
D. kuscheli  não foi encontrada entre os
espécimens de cigarrinhas coletados, confirman-
do-se, indiretamente, a ausência do MRCV.
Seis amostras de plantas com sintomas que se
caracterizam por nanismo acentuado, folhas es-
treitas, enrijecidas, com deformações, e presença
de grãos na inflorescência, quando submetidas à
PCR para detecção de fitoplasma, utilizando-se
oligonucleotídeos específicos para detecção de
“Maize bushy stunt phytoplasma” (Harrison et al.,
1996), apresentaram resultado negativo. Porém,
quando estas mesmas amostras foram submeti-
das a  PCR para detecção de fitoplasma, utilizan-
do-se os primers universais R16F2 e R16R0 (Lee
et al., 1993), duas amostras apresentaram resulta-
do positivo. Esse resultado sugere tratar-se de
um fitoplasma distinto de “Maize bushy stunt
phytoplasma”, havendo necessidade de mais es-
tudos para confirmação e caracterização do pos-
sível agente etiológico distinto. Entretanto, a aná-
lise de quatro outras amostras de plantas com
esses mesmos sintomas, através da microscopia
eletrônica de transmissão, não permitiu a
visualização de fitoplasma, o que também poderia
ser explicado pela distribuição desuniforme do
patógeno nas plantas. As plantas com esses sin-
tomas foram sempre encontradas em grupos de
quatro ou cinco, entre as plantas normais das la-
vouras, descartando-se por isso, a hipótese de
tratar-se de alguma anomalia genética, cuja distri-























Figura 1. Ocorrência da cigarrinha Dalbulus maidis (   ) e de outras cigarrinhas (   ) determinada em 20 lavouras de milho
safrinha, em 16 municípios no Estado do Paraná, no ano de 2000. Lavouras 1 e 2: Cambé; 3: Bela Vista do Paraíso;
4: Alvorada do Sul; 5: Maringá; 6: Dr. Camargo; 7 e 8: Floresta; 9: Campo Mourão; 10: Juranda; 11: Campina da Lagoa;
12: Ubiratã; 13: São Miguel do Iguaçu; 14 e 15: Medianeira; 16: Itaipulândia; 17: Nova Santa Rosa; 18: Guaíra; 19
e 20: Palotina.
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Conclusões
1. Os enfezamentos causados por molicutes ocor-
rem com alta incidência na cultura do milho safrinha,
no Estado do Paraná.
2. O “Maize rayado fino virus” e o “Maize dwarf
mosaic virus” estão presentes na cultura do milho
safrinha, no Estado do Paraná, em baixos níveis de
incidência.
3. O “Mal de Río Cuarto virus” não é detectado
na cultura do milho safrinha, no Estado do Paraná.
4. Há incidência maior de Dalbulus maidis em re-
lação a outras espécies de cigarrinhas coletadas nas
lavouras do Estado do Paraná.
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